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PROCEDE ET INS^ T.T.A^TH N D T INACTIVATION DE CONTAMINANTS 
gfiEgEflTS DjWS PES PRODUITS SANGUINS 

Obnet de 1 ' invention . 

La presente invention concerne un precede 
d 1 inactivation de contaminants presents dans des produits 
sanguins, notamment le sang total, ie plasma, des liquides 
comprenant des composes ceiiuiaires du sang, et les derives 
sanguins tels que les facteurs de coagulation (facteur VIII, 
facteur IX, facteur de von Wiliebrand, ...), ie fibrinogene, 
la f ibronectine, les immunogicbulines, i f albumine, y 
ccmpris les produits non natureis obtenus par genie 
biologique, ainsi que 1 1 installation pour la mise en oeuvre 
dudit procede. 

La presente invention concerne egalement les 
produits sanguins traites par Ie proced6 de 1' invention ainsi 
que des compositions pharmaceutiques et/ou cosmetiques 
comprenant lesdits produits sanguins. 

Arriere-p lan tachnoloqioue a la base de 1 ' invention 

La mise A disposition de produits sanguins, 
necessite pour leur utilisation a des fins therapeutiques ou 
non therapeutiques, des techniques de purification permettant 
d'obtenir des produits de haute purete, et de preference 
depourvus de contaminants, en particulier de contaminants 
viraux . 



WO 97/03706 PCT/BE96/00076 

2 

Dans des produits sanguins, les contaminants viraux 
peuvent etre des virus enveloppes (HIV, virus de l 1 hepatite 
B, C, D, E, G, . ..) ou non enveloppes (virus de 1' hepatite 
A, parvovirus, . . . ) . 

Depuis de nombreuses ahnees, diff^rentes instances 
internationales ou nationales ont instaur6 des normes de plus 
en plus sev^res pour la preparation des produits sanguins de 
mani^re & empecher leur application a des fins therapeutiques 
ou non therapeutiques, lorsque ceux-ci presentent des 
contaminants viraux (Directives du Conseil 65/65 EEC, 
75/319/EEC & 89/381 EEC). 

Au niveau europeen, les normes CPMP (CPMP/BWT 
268/95 et 269/95) requi^rent l'usage de certains traitements 
k l'encontre des virus enveloppes ou non enveloppes. 

II est notamment mentionne dans ces documents 
qu'une etape d' inactivation par la chaleur (s£che ou vapeur) 
ou par pasteurisation dans la preparation des facteurs de 
coagulation est efficace a l'encontre du virus de l f hepatite 
A, mais serait peu efficace a l ! encontre d ! autres virus non 
enveloppes en particulier les parvovirus. 

Par contre, un traitement comportant une etape 
d' inactivation chimique (par addition de solvants-detergents) 
est efficace pour les virus enveloppes mais inefficace pour 
traiter les virus non enveloppes. 

II est 6galement connu d f utiliser certains agents 
chimiques tels que la b£ta-propiolactone qui est efficace 
dans le traitement des virus non enveloppes, mais presente 
1 1 inconvenient de modifier les proteines traitees. 

II est egalement connu que certains longs 
traitements par modification du pH, en dessous du pH 4, ou 
1' addition de proteases perrnet une activation de certains 
virus non enveloppes tels que les parvovirus. Cependant, ces 
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traitements modifient 6galement la conformation et la structure 
des prolines traitees. 

En consequence, il est connu que, A ce jour, la 
majorite des etapes de traitement physico-chimiques 
5 susceptibles d'etre utilises pour obtenir une inactivation 
virale de produits sanguins sont soit hautement toxiques, 
soit affectent d'une maniere inacceptable la conformation des 
proteines traitees, soit sont inefficaces pour traiter des 
virus non enveloppes en particulier les parvovirus. 

10 Les parvovirus sont des petits virus non 

enveloppes, a DNA qui infectent de nombreuses especes 
animales, y compris I'homme (Handbook of Parvoviruses, Vol. 
1, pp. 1-30, Desinfection, Sterilization and Preservation, 
Fourth Edition, Seymour S. Block, Ed. Lea & Febiger, 

15 Philadelphia-London) . lis sont endemiques dans la nature et 
causent une large variete de maladies dont l 1 apparition 
depend largement de l'etat de developpement de l'hote. 

Parmi ceux-ci, le parvovirus B19 est le seul membre 
connu de la famille des parvoviridae qui soit pathogene pour 

20 I'homme. De meme, le parvovirus murin HI peut egalement 
contaminer I'homme. 

L' infection par les parvovirus B19 chez I'homme 
sain peut etre asymptomatique ou induire des maladies 
benignes (exemple : cinquieme maladie chez l'enfant). 

25 Par contre, chez des patients immunodef icients ou 

atteints de d6sordres sanguins, il peut conduire a des 
anemies chroniques et k des aplasies transitoires pouvant 
etre associees a des anemies hemolytiques . 

Passant au travers du placenta, il peut provoquer 

30 la mort intra-uterine . II presente un remarquable tropisme 
pour les lignees erythroides de cellules progenitrices 
hematopoietique humaine . 
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Une enquete epidemiologique recente a montre que 
50 £ 60% de la population adulte frangaise et 36% des enfants 
de 1 & 15 ans ont une serologie parvovirus positive. 

La presence de DNA viral a ete mise en evidence par 
amplification gen6tique (PCR) dans un certain nombre de lots 
de concentres de facteur VIII purifies, quels que soient les 
procedes d' inactivation virale utilises. 

Ceci a ete confirme par la detection de serologie 
B19+, sans signe clinique, chez 85% des enfant hemophiles 
n'ayant regu, depuis leur naissance, que du concentre de 
facteur VIII hautement purifie (FVIII THPSD) utilise en 
France depuis 1988, et exempt de toute contamination par des 
virus envelopp^s (HIV, HBV, HCV) (Y. Lauriau et Al., ler 
congr£s de la Soci6t6 Frangaise de Transfusion (1994)). 

Cette observation d6montre bien que, sans de 
nouvelles methodes d ? inactivation virale, ciblees sur 
1 1 elimination selective des parvovirus en particulier du 
parvovirus B19 des produits sanguins, la probability de 
contamination est elev6e. 

Les parvovirus sont extremement resistants, meme 
£ haute temperature. Leurs propriety d 1 hemagglutination et 
leur infectivite ne sont pas affectees par des traitements 
chimiques tels que le chloro forme, diffdrents acides, et la 
plupart r6sistent a des digestions enzymatiques par RNase, 
DNase, papaine, trypsine. 

La demande internationale de brevet WO95/00631 
d6crit un procede d' inactivation virale de produits sanguins 
comprenant 1' addition a ces produits sanguins de produits 
photoactivables par un rayonnement UVA et qui deviendraient 
toxiques pour les virus presents dans ces produits sanguins. 
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Ce procede comportant une etape permettant d'isoler ces 
reactifs toxiques des produits sanguins de maniere a ce que 
ceux-ci ne soient pas contamines par ces agents toxiques. 

Parmi ces agents toxiques, on mentionne notamment 
5 le psoralene. 

Cependant, ce procede presente 1 ' inconvenient que 
l'on ne peut garantir que les produits sanguins traites ne 
seront pas completement depourvus de ces agents 
photoactivables qui seraient susceptibles de denaturer et/ou 

10 inactiver les produits sanguins traites et provoquer une 
toxicite chez l'homme ou l 1 animal lorsqu'ils sont reinjectes 
de maniere repetitive, meme a faible dose, avec les produits 
sanguins traites. 

II est egalement connu qu'il est possible de 

15 steriliser un grand nombre de produits en les soumettant a 
un rayonnement ultraviolet. II est en particulier connu par 
le document "Sterilization By Ultraviolet Irradiation" 
(chapter 31, IL SHECHMEISTER) que le rayonnement ultraviolet 
est susceptible de detruire des contaminants tels que des 

20 virus, des mycoplasmes, des bacteries et des champignons. Un 
tel rayonnement, peut etre notamment utilise dans des milieux 
tels que des gaz ou des liquides. 

II est egalement connu par le document de Chin S. 
et al. (Blood, volume 86, n°ll, decembre 1995, p. 4331-4336) 

25 de traiter des produits sanguins par rayonnement ultraviolet 
de type C en presence ou en absence d 1 agents anti-oxydants 
tels que la rutine et d'obtenir 1 ' inactivation de virus non 
enveloppes, notamment des parvovirus. 

En outre, les procedes d'inactivite virale de 

30 l'etat de la technique peuvent affecter l'integrite et 
l^ctivite des produits sanguins (en parriculier la 
conformation tridimensionnelle des facteurs de coagulation 
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tels que le facteur VIII) et par consequent leurs activites. 

De plus, les procedes de 1 1 inactivation virale de 

l'etat de la technique presentent souvent des difficultes 

quant a leur validation, car ils presentent des problemes de 

5 reproductibilite ou de monitorage. En effet, certains 

parametres de traitement doivent etre modifies ou ne peuvent 

aisement etre maintenus, en particulier lorsque I'on doit 

surveiller le degre d'humidite si on effectue un traitement 

& chaleur seche. De plus, il est difficile de contr61er les 

10 diff6rentes 6tapes des processus op6ratoires. 
Buts de 1' invention 

La presente invention vise k obtenir un nouveau 

procSde et une installation d f inactivation de contaminants 

presents dans des produits sanguins, qui ne presentent pas 
15 les inconvenients de 1 1 Stat de la technique et qui soient 

simples, rapides, peu couteux et reproductibles . 

Un autre but de la presente invention vise a mettre 

au point • un procede d' inactivation virale qui respecte 

l ! integrite des produits sanguins, en particulier celle des 
20 facteurs de coagulation tels que le facteur VIII, le facteur 

IX, le facteur de von Willebrand, la f ibronectine, le 

f ibrinogene, . . . 

Un but complSmentaire de la presente invention vise 

a obtenir un proc6d§ et une installation qui soient aisement 
25 validables et qui soient conformes aux bonnes pratiques de 

production pharmaceutique (GMP) et aux normes europeennes 

(CPMP) . 

Un dernier but de la presente invention vise a 
obtenir un procede et une installation d f inactivation virale 
30 de produits sanguins permettant d*inactiver des virus non 
enveloppes, de pr£f6rence a simples brins, tels que les 
parvovirus, en particulier les parvovirus B19 et HI. La 
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presente invention vise egalement & obtenir lesdits produits 
sanguins d6pourvus desdits contaminants, en particulier de 
virus non enveloppes tels que les parvovirus, en particulier 
les parvovirus B19 et HI, sans que l'activite du produit 
5 sanguin ne soit affectee. 



Elements caraeteristioues de 1 ' invention 

La presente invention concerne un nouveau procede 
d' inactivation des parvovirus, en particulier les parvovirus 

10 B19 et HI, presents dans un produit sanguin, selon lequel on 
soumet ledit produit sanguin a une ou plusieurs emission (s) 
de rayonnement (s) ultraviolet (s) de type C. 

On entend par "produit sanguin", tout produit 
sanguin, liquide ou solide obtenu de maniere natureile a 

15 partir du corps humain ou animal ou par voie de synthese tel 
que le sang total, ses compos§s cellulaires, ses derives tels 
que le serum ou le plasma et les composes proteiques du sang, 
& savoir les facteurs de coagulation (facteur VIII, facteur 
IX, facteur de von Willebrand, ...), le fibrinogene, la 

20 f ibronectine, les immunoglobulines , l'albumine, y 
compris des composes proteiques obtenus par genie biologique, 
tels que des proteines recombinantes ou des peptides de 
synthese. 

Ces produits peuvent etre egalement des facteurs 
25 produits par certaines lignees cellulaires sanguines 
specifiques telles que des interferons, des interleukines, 
ou des recepteurs cellulaires de ces molecules obtenus de 
mani§re natureile ou par voie synthetique notamment les 
peptides ou proteines recombinantes obtenues par la technique 
30 du DNA recombinant. De maniere avantageuse, ce procede 
provoque egalement une inactivation d'autres agents 
contaminants tels que des virus non enveloppes (HAV) , 
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enveloppes (HIV, virus de 1- hepatite B, C, D, E, G, ...), des 
agents bacteriens, . .., eventuellement presents dans le 
produit sanguin. 

Le procede selon 1' invention peut etre egalement 
5 combine a un ou plusieurs traitement (s) additionnel (s) 
d'inactivation de contaminants notamment viraux bien connu 
de l'homme de l'art, en particulier les traitements physique 
ou chimique d'inactivation virale choisis parmi le groupe 
constitue par une ou plusieurs etape(s) de chauffage sec ou 
10 humide, 1- addition de composants chimiques, en particulier 
du solvant-detergent ou des produits devenant actifs sous un 
rayonnement ultraviolet, une ou plusieurs etape(s) de 
pasteurisation, la soumission a une ou plusieurs emissions 
de rayonnement particuliers tels que des rayonnements Y ou 
IS des rayons X ou une combinaison de ces procedes. Parmi les 
produits actifs susceptibles d'etre additionnes aux produits 
sanguins, on peut mentionner notamment les agents protecteurs 
vis-a-vis des radicaux libres (vitamine C, ...) et la beta- 
propiolactone qui provoque un phenomene d ' alkylation des 
20 proteines. De tels produits devront etre utilises a des doses 
ne provoquant pas de phenomene de toxicite ou de denaturation 
des produits sanguins traites. Cependant, aux doses 
d' irradiation utilisees selon 1' invention, 1' addition de tels 
produits n'est pas necessaire pour provoquer une inactivation 
25 des virus non enveloppes ou assurer une protection vis-a-vis 
des radicaux libres. 

Le procede d'inactivation virale de 1 ' invention 
peut etre combine a un procede general d' isolation ou de 
separation de derives sanguins a partir du sang total. 
30 Ce Procede peut comprendre une ou plusieurs 

etape(s) de filtration, de precipitation, de separation par 
chromatographie, . . . permettant de separer les differents 
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composants du sang total les uns des autres. 

Selon 1* invention, la majorite de l 1 emission du 
rayonnement UVC s'effectue entre 250 et 270 nm, de preference 
£ la longueur d'onde de 254 nm, c'est-a-dire la zone 
5 d' absorption privilegi^e des acides nucleiques et les doses 
d' irradiation regues par les produits sont comprises entre 
10 et 2,000 joules/m 2 , de preference entre 230 et 
400 joules/m 2 . 

Dans le procede selon 1" invention, on choisit les 
10 doses d' irradiation et la longueur d'onde utilisee de maniere 
a ce que les doses d' irradiation regues par le produit 
sanguin traite affectent essentiellement les acides 
nucleiques des contaminants, sans perturber la structure des 
peptides ou des prolines presentes dans le produit sanguin 
15 traite. 

De manidre inattendue, les Inventeurs ont observe 
qu'il 6tait possible de traiter des produits sanguins en 
fines couches ("monolayers" ou couches dites laminaires) ou 
non, c'est-a-dire qu'il n'existe pas de facteurs limitatifs 

20 des volumes traites . Cette propriete est particulierement 
avantageuse car en traitant des produits sanguins qui ne sont 
pas en fines couches, il est possible d'Sviter les phenomenes 
de perturbation existant au niveau de la surface 
solide/liquide lorsque l'on travaille en fines couches. En 

25 outre, en ne travaillant pas en fines couches, il est 
possible de traiter de grandes quantites de produits sanguins 
et d'6viter les Drobl&nes d» echauf f ement et de cisaille- 
mont den produits trait6s ( BAILEY, Bioch.Fond , McGraw-Hill) 
La longueur d'onde de I 1 emission de rayonnement UVC 

30 et les doses d' irradiation peuvent etre adaptees par l'homme 
du metier en fonction de la quantite et du type de produits 
sanguins & traiter. II est A noter que plus les doses 
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d' irradiation recues par le produit sanguin a traiter seront 
elevees, plus 1 ' inactivation des contaminants presents sera 
assuree. Cependant, de maniere a reduire le phenomene de 
denaturation du produit sanguin, l'homme du metier adaptera 
5 la dose d' irradiation de la longueur d'onde de 1' emission UVC 
de maniere a reduire la denaturation et la perte d'activite 
desdits produits sanguins. Cette adaptation se fera de 
maniere a etre conforme aux normes europeennes CPMP 
(CPMP/BWP268/95 et 269/95) . 

10 11 est possible d'obtenir une inactivation virale 

totale des parvovirus presents (c'est-a-dire que l'on ne peut 
plus identifier de virus au-dessus du seuil de detection) en 
limitant les doses d ' irradiation recues et en permettant une 
reduction de perte d'activite dudit produit inferieure a 

IS 10-15%, de preference inferieure a 5%. 

La presente invention concerne egalement un 
dispositif d' inactivation de parvovirus, en particulier les 
parvovirus B19 et HI, presents dans un produit sanguin 
permettant la mise en oeuvre avantageuse du proc6de de 

20 1' invention. 

Ce dispositif concerne essentiellement un emetteur 
de rayons ultraviolets de type C, c'est-a-dire un emetteur 
de rayons dont la longueur d'ondes est comprise 
avantageusement entre 230 et 270 nm, de preference a une 

25 longueur d'ondes de l'ordre de 254 nm, qui est la zone 
d' absorption maximale des rayons ultraviolets par des acides 
nucleiques des virus traites. Dans ce dispositif, le 
rayonnement est dirige vers le produit sanguin a traiter. 

Ce dispositif permet des doses d' irradiation 

30 comprises entre 10 et 2.000 joules/m 2 recues par le produit 
sanguin a traiter, de preference des doses d ' irradiation de 
l'ordre de 230 a 400 joules/m 2 recues par le produit sanguin 
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a traiter. 

La presente invention concerne egalement 
l 1 installation comprenant le dispositif d' inactivation selon 
1 1 invention. 

5 Cette installation comporte egalement des 

dispositif s assurant 1' isolation ou la separation de derives 
sanguins £ partir du sang total. 

Ces dispositifs pouvant comprendre des moyens de 
precipitation, de centrif ugation/decantation, de filtration, 
10 de concentration, de dialyse du produit sanguin a traiter et 
adaptables par I'homme du metier en fonction des produits 
sanguins separes et trait6s. 

De preference, le produit sanguin mis en contact 
avec le rayonnement ultraviolet C, est dispose dans un tube 
15 en quartz ou en un materiau polymerise et generalement non 
absorbant dans la zone de longueur d'onde emise par les 
rayonnement s ultraviolets C. L' installation peut egalement 
comprendre un dispositif permettant 1* addition dans le 
produit sanguin, d'un agent protecteur vis-a-vis des radicaux 
20 libres susceptibles d'etre generes par le rayonnement 
ultraviolet. De tels agents peuvent consister en des 
vitamines telles que l'ascorbate de sodium, le glutathion, 
ou d'autres produits (SOD) bien connus de i'homme du metier. 
En outre, 1 1 installation peut egalement comprendre un 
25 dispositif permettant 1' addition dans le produit sanguin de 
diff6rents composes chimiques susceptibles d'inactiver 
certains contaminants presents dans les produit sanguin a 
traiter. Ces composes peuvent etre notamment des produits 
devenant actifs sous un rayonnement ultraviolet et 
susceptibles d'etre combines au procede de 1' invention de 
mani&re a obtenir un effet synergique sur d'autres 
contaminants presents dans ledit produit sanguin. Cependant, 



30 



WO 97/03706 PCT/BE96/00076 

12 

il est important de noter que contrairement aux techniques 
utilisant des UV non penetrants qui s'appliquent notamment 
aux produits sanguins presentes en fines couches, il est 
possible selon 1' invention de traiter un produit sanguin sans 
recourir a 1 1 application de fines couches et sans adjonction 
d'additifs toxiques d' inactivation virale. 

La presente invention concerne 6galement le produit 
sanguin obtenu par le proced§ de 1' invention depourvu de 
contaminants viraux, en particulier depourvu de virus non 
enveloppes simples brins ou doubles brins a ADN ou a ARN, 
notamment des parvovirus, tels que les parvovirus B19 et/ou 
HI, ledit produit sanguin, en particulier le derive sanguin 
tel qu'un facteur de coagulation, 6tant caracterise par le 
maintien de plus de 85%, de preference plus de 95%, de son 
activite. La mesure de perte d'efficacite s'effectue selon 
des procedures connues de l'homme de I'art. 

Un dernier aspect de la presente invention concerne 
la composition pharmaceutique et/ou cosm£tique (telle qu'une 
colle biologique) comprenant ledit produit sanguin selon 
I 1 invention. La presente invention sera decrite de maniere 
plus detailiee dans les exemples non limitatifs suivants en 
se ref^rant aux figures annexees. 

Breve description des fimires 

Les figures 1 et 2 representent des exemples. sch§matiques 

d 1 installation selon la presente 
invention. 

La figure 3 represente un detail schematique de 

1 1 installation selon la presente 
invention. 
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La figure 4 represente le pourcentage de l'activite 

conservee du facteur VIII mesuree en 
milieu chromogene en fonction de doses 
d 1 irradiation croissantes de rayons 
5 ultraviolets regues par le facteur 

VIII. 

La figure 5 represente le titrage du parvovirus 

MVMp inocule dans une solution de 
facteur VIII traitee a des doses 
!0 d f irradiation en rayons ultraviolets 

croissantes, les doses d 1 irradiation 
etant les doses regues. Cette mesure 
est egaleruent representee en dcnnant 
les valeurs logarithmiques. 

15 

PqgggAPtAQn d'vme fosme d' execution or6feree da 1' i nvention 

Dans les figures 1 A 3, on represente une 
installation pour la preparation d'un produit sanguin selon 
1 1 invention. 

20 Cette installation 1 comprend des dispositifs (2,3) 

assurant hotamment la precipitation, la centrif ugation/ 
decantation, filtration, concentration et dialyse de produits 
sanguins tels que le facteur VIII ou le fibrinog^ne, et 
adaptables par l'homme du metier en fonction d'un autre 
25 derive sanguin traite. 

Cette installation coraporte egalement le dispositif 
4 selon 1' invention assurant par un traitement physique, une 
inactivation virale dudit produit sanguin. 

Le produit sanguin selon 1* invention est amene par 
30 une pompe dans un tube en quartz 6 vers le dispositif 4. 

Ce dispositif comprend une lampe UV 7, de 
preference de type tube UV de desinf ection, dont plus de 90% 
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de 1' emission s'effectue entre 230 et 270 run, de preference 
a une longueur d'ondes de 1'ordre de 254 run, cette lampe 
etant montee dans une enceinte reflectante 8, cylindrique ou 
non, qui renvoie le rayonneraent vers le tube en quartz 6 
5 dispose au niveau du foyer de 1' enceinte reflectante 8. 

Dans le dispositif de 1' invention, aucun contact 
n'est possible entre le produit circulant dans le tube en 
quartz 6 et la lampe UV 7. • 

Un systeme de turbulence tei qu'une chicane ou une 
10 injection d' azote permet de maintenir un flux homogene dans 
le tube en quartz 6. 

L' installation ccmprend egalement une pompe 5 et 
un debitmetre 11 permettant de centra ler le debit du produit 
sanguin a traiter et de moduier le temps de passage du 
IS produit sanguin devant la lampe UV 7. 

Sn outre, le dispositif peut comprendre un cu 
plusieurs fiitres 9 disposes entre le tube en quartz 6 et la 
lampe UV 7. Le choix adequat des fiitres permet de mcduler 
les doses d' irradiation recues par le produit sanguin a 
20 traiter et les choix particuiiers des longueurs d'onde 
emises. II esc egalement possible de moduier les doses 
d' irradiation recues par le produit sanguin a traiter en 
adaptant le choix de la lampe UV utiiisee (differentes 
puissances de lampe pouvant etre utilisees) , en select ionnant 
25 les fiitres utilises et en adaptant le debit du produit 
sanguin passant devant la lampe. Ces modifications sont 
adaptables par I'homme du metier en fonction de la quantite 
et du type de produit sanguin traite. De plus, un systeme de 
controle 10 de la quantite d ' ultraviolet C qui irradie le 
30 tube en quartz 6 (et done la dose d 1 irradiation recue par le 
produit sanguin) est place du c5te oppose par rapport a ia 
lampe UV 7. 
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Ce systeme de controle comprend, ainsi que 
represents dans les figures, un ou plusieurs capteur(s) 12 
dispose (s) de maniere avantageuse de chaque cote du tube en 
quartz 6 et Sventuellement de chaque cote du filtre 9, de 
5 fa?on £ permettre a l'homme du metier d 1 adapter le debit du 
flux du produit sanguin en fonction du type de produit 
sanguin a traiter et en fonction des doses d f irradiations 
emises par la lampe UV 7. 

Le temps de residence du produit sanguin peut etre 

10 a just6 pour obtenir une dose constante d 1 irradiation. Le 
diametre du tube peut etre adapte au volume £ traiter ainsi 
que la puissance ou la longueur de la lampe de disinfection. 
La temperature est controlSe et enregistree tant £ 
1'intSrieur du dispositif que dans le liquide (produit 

15 sanguin) . 

L 1 installation et le dispositif selon 1' invention 
peuvent egalement comprendre des moyens de controle de la 
temperatures des produits sanguins, pouvant consister en des 
moyens de ref roidissement tels qu f un dispositif refrigerant 

20 ou un ventilateur. 

Les differents materiaux utilises dans le 
dispositif et 1 1 installation selon 1" invention sont 
avantageusement des produits essentiellement jetables tels 
que I'inox 316L, du teflon, ... f qui sont en accord avec les 

25 bonnes pratiques de production pharmaceutique (GMP) et qui 
peuvent etre traitSs de maniere sanitaire sur place, 

Le dispositif d r inactivation virale par rayonnement 
ultraviolet C est avantageusement dispose en aval du procede 
de traitement et de separation general d'un produit sanguin, 

30 par exemple avant la filtration stSrilisante ou apres 
1* ultrafiltration du produit sanguin. La simplicity et le 
faible encombrement du dispositif mobile de 1' invention 
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permet avantageusement son utilisation pour 1 1 inactivation 
de n'importe quel type de produit sanguin sans modifier de 
maniere exageree une installation de preparation, de 
purification ou de separation de produits sanguins. 
5 Le dispositif et 1 1 installation selon 1' invention 

peuvent etre construits d'un seul tenant ou en modules 
mobiles juxtaposes places en serie ou en parallele. Les doses 
d' irradiation regues par le produit sanguin traite sont 
particulierement faibles et varient entre 10 et 2.000 

10 joules/m 2 et sont de preference de I'ordre de 230 a 400 
joules/m 2 . De mani^re inattendue, ces doses d* irradiation 
suffisent pour obtenir 1 • inactivation virale recherchee. 

La puissance de la lampe ultraviolet est 
avantageusement comprise de preference entre 4 et 132 Watt, 

15 de preference entre 8 et 60 Watt, de mani^re a respecter 
l'integrite des produits traites. II est & noter que par le 
procede de 1' invention, i'activite du produit sanguin (en 
particulier des facteurs de coagulation, du fibrinogene ou 
des immunoglobulines) est peu affectee (en moyenne moins de 

20 5% de reduction d'activite). 

La lampe UV utilisee dans 1 1 installation selon 
1* invention est de preference de type SPA ®, en particulier 
celle produite par la societe AQUAFIN VALENCIA (California 
U.S-A. ) 

25 Dans les exemples suivants, on donne differentes 

mesures d' inactivation virale obtenues sur des echantillons 
de produits sanguins infectes par des parvovirus et d'autres 
virus non enveloppes. 



30 
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Example 

L* MaTailai et Methods 

En raison des problemes que pose l'emploi de 
certains parvovirus huraains et des problemes de culture in 
5 vitro de ces parvovirus, en particulier le parvovirus B19, 
on utilise le parvovirus Murin MVMp de taille et de 
configuration tr6s semblables cornme modele pour la mise au 
point de methodes permettartt 1 ' inactivation du parvovirus 
B19. Le parvovirus Murin MVMp a ete choisi, car ce type de 

10 parvovirus est moins sensible que le .parvovirus B19 a une 
inactivation par rayonnement ultraviolet ou par modification 
de temperature . 

Les tests sont compares & 1 1 inactivation d'un virus 
non enveloppe a RNA. 

15 L 1 EMC (Encephalomyocarditis) est un membre de la 

famille des Picornaviridae, dont i ' inactivation a ete etudiee 
comme module de virus a RNA non enveloppe. Le virus EMC est 
un virus Murin utilisable comme modele d'une contamination 
par le virus de 1' hepatite A chez l'homme. 10 6 pfu/ml pour 

20 EMC et 10 :: pfu/ml pour MVMp sont inocules dans differents 
6chantillcns de produit sanguin (cryoprecipite, du facteur 
VIII ou des immunoglobulines) . 

2. Mesure de titraae du virus art if 

25 L 1 index de reduction des virus a ete determine 

selon les recommandations des Communautes Europeennes (EEC 
Regulatory Document not for guidance, Biologicals 1991, 19, 
p. 251) et exprime en reduction logarithmique . Les mesures de 
titrage peuvent etre realisees selon les methodes decrites 

30 par Tattersall P. (J. Virol. 10, pp. 586-590 (1972)) et par 
Russell S. J. Et al. (J. Virol. 66, pp. 2821-2828 (1992)). 
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Les lignees cellulaires choisies pour etre 
infectees par les parvovirus sont la lign6e cellulaire 
humaine NB324/k (decrite par Tattersall et al.) et la lignee 
L929 (clone 929 de la lignee A9 ATCC CCL 1.4). 
5 Le titrage s'effectue par hybridation in situ des 

centres infectieux (centres replicatifs) avec 1 ' utilisation 
d'une sonde marquee radioactivement . La detection se faisant 
sur des filtres de nitrocellulose. La determination du titre 
de virus peut etre faite par plage de lyse ou par dilution 
10 limite (TCID50- methode de Sperman-Karber) . 

Les produits sanguins traites par le procede de 
1' invention sont un cryoprecipite de plasma, du facteur VIII, 
prealablement traite ou non par addition de solvant/ 
detergent, du fibrinogdne et des immunoglobulines . 

15 

3. Resulted ,? 

Le procede (chaque etape) et 1 ' installation de 
1' invention se conforment aux exigences des validations 
exig£es par les autorites Europeennes (CPMP/BWP/268/95 et 

20 CPMP/BWP/269/95 operationnelles respectivement a partir du 
14 aout et du 13 septembre 1996 (incorporees ici par 
reference) ) . Conformement aux recommendations de ces 
autorites (§ 5.2.1 (1) CPMP/BWP/269/95), le procede et 
1' installation de 1' invention comportent au moins une etape 

25 operatoire de traitement efficace contre les virus non 
enveloppes en particulier le parvovirus B19 (§ 5.2.2 (iii)). 
L f invention satisfait en particulier les exigences 
d 1 inactivarion requises a savoir reduction de 5 a 9 log (cf. 
Annexe I CPMP/BWP/268/95), c'est-a-dire qu'il est possible 

30 d'61iminer tous les virus inocules. En effet, les Inventeurs 
n'ont observe aprfes traitement aucune multiplication de virus 
au-dessus du seuil limite de detection. 
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Comme il est indiqu6 dans la figure 4, des doses 
croissantes de rayonnement ultraviolet provoquent une 
inactivation des derives sanguins tels que le facteur VIII. 
Cependant, les Inventeurs ont observe de mani6re inattendue 
5 qu'il est possible d'obtenir une inactivation des parvovirus 
par irradiation au moyen de rayonnements ultraviolets C des 
virus inocules dans des solutions comprenant du facteur VIII 
en limit ant les doses d' irradiation sans affecter de maniere 
importante l'activite des derives sanguins (voir figure 5). 

10 Dans le tableau 1 ci-dessous, on observe une 

reduction logarithmique (log 10 ) des virus inocules dans une 
composition comprenant des immunoglobulines . Ces valeurs de 
r6duction logarithmique sont donnees pour des doses 
croissantes d 1 irradiation par rayonnement ultraviolet C 

15 regues par lesdites immunoglobulines. 



Reduction logarithmique (log 10 ) 


Type de virus 


Dose ( joules /m 2 ) 


60 


120 


180 


240 


600 


1000 


MVMp 


3.08 


4.73 


5.60 


6.33 


n.d. 


n.d. 


EMC 


1.53 


3.04 


3.84 


4.49 


5.07 


n.d. 



La concentration d' immunoglobulines dans la 
solution est de 2 mg/ml. 
25 Des resultats similaires sont obtenus avec les 

autres produits sanguins traites. 
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1. Procecte deactivation de parvovirus presents 
dans un produit sanguin, caracterise en ce que l'on soumet 
le produit sanguin a une ou plusieurs emission (s) de 

5 rayonnement (s) ultraviolet (s) de type C. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le produit sanguin est choisi parmi le groupe 
constitue par le sang total ou ses composes cellulaires - tels 

10 que les plaquettes et les 6rythrocytes. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le produit sanguin est choisi parmi le groupe 
constitue par le s£rum, le plasma et les composes proteiques 
du sang. 

15 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que les composes proteiques du sang sont choisis parmi 
le groupe constitue par les facteurs de coagulation, en 
particulier le facteur VIII, le facteur IX, le facteur de von 
Willebrand, le fibrinogene, la fibronectine ou un melange 
d'entre eux. 

5. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que les composes proteiques du sang sont choisis parmi 
le groupe constitue par les immunoglobulines, l f albumine ou 
un melange d'entre eux. 

6. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la majorite 
de 1' emission du rayonnement d' ultraviolets de type C 
s'effectue entre 250 et 270 nm. 
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7 . Proc6de selpn 1 1 une quelconque des 
revendications prec6dentes, caracterise en ce que la majorite 
de l 1 Emission du rayonnement d f ultraviolets . de type C 
s'effectue a une longueur d'ondes de l'ordre de 254 nm. 

5 

8. Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les doses 
d f irradiation de rayonnements ultraviolets regues par le 
produit sanguin sont comprises entre 10 et 2000 joules/m 2 , 

10 de preference entre 230 et 400 joules/m 2 . 

9. Proc6de selon l'une quelconque des 
revendications, caracterise en ce qu'il est combine a un ou 
plusieurs autres traitements physique ou chimique 

15 d' inactivation virale. 

10. Proc6de selon la revendication 9, caracterise 
en ce que 1' autre procede d 1 inactivation virale et un procede 
de traitement physique ou chimique d' inactivation virale, 

20 choisi parmi le groupe constitue par une ou plusieurs etapes 
de chauffage (sec ou humide), 1' addition de composants 
chimiques, une ou plusieurs etapes de pasteurisation, la 
soumission a une ou plusieurs emission (s) de rayonnements 
particuliers tels que des rayonnements y ou des rayons X ou 

25 une combinaison de ces procedes. 

11. Procede d 1 inactivation virale selon l*une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il est combine a un procede general d 1 isolation ou de 

30 separation, de derives sanguins a partir du sang total.. 
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12. Proc6d6 d' inactivation virale selon I'une 
quelconque des revendications precedentes caracterisee en ce 
que les produits sanguins ne sont pas traites en fines 
couches . 

5 

13. Dispositif d' inactivation virale d'un produit 
sanguin comportant un emetteur (7) de rayons ultraviolets de 
type C dispose de maniere & 6mettre le rayonnement 
ultraviolet de type C vers le produit sanguin a traiter. 

10 

14. Dispositif selon la revendication 13, 
caract6ris6 en ce que 1' emetteur (7) est une lampe UV, de 
preference de type lampe tube UV, d'une puissance comprise 
entre 4 et 132 Watt, de preference entre 8 et 60 Watt. 

15 

15. Dispositif selon la revendication 13 ou 14, 
caracterise en ce que les rayons ultraviolets de type C ont 
une longueur d'ondes comprise en 250 et 270 nm, de preference 
une longueur d'ondes de l'ordre de 254 nm. 

20 

16. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 13 a 15, caract6ris<§ en ce que les doses 
d* irradiation regues par le produit sanguin sont comprises 
entre 10 et 2.000 joules/m 2 , de preference comprises entre 

25 230 et 400 joules/m 2 . 

17. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 13 k 16, caracterise en ce que le produit 
sanguin a traiter est dispose dans un tube (6) en quartz ou 

30 en un materiau polymerise ne permettant pas 1* absorption des 
rayonnements ultraviolets de type C. 
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18. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 13 & 11, caracterise en ce qu'il comprend une 
enceinte reflectante (8) renvoyant les rayonnements 
ultraviolets de type C vers le produit sanguin a traiter. 

5 

19. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 13 a 18, caracterise en ce qu'il comporte un 
syst6me de controle (10) de la dose d' ultraviolets C qui 
irradie le produit sanguin a traiter. 

10 

20. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 13 A 19, caracterise en ce qu'il comporte un 
syst&me de controle de la temperature du produit sanguin a 
traiter. 

15 

21. Installation (1) pour la preparation d'un 
produit sanguin comprenant le dispositif (4) d' inactivation 
virale du produit sanguin selon l'une quelconque des 
revendications 13 a 20. 

20 

22. Installation selon la revendication 21, 
caracterisee en ce qu'elle comporte une pompe (5) et un 
debitmetre (11) controlant le d6bit des produit s sanguins £ 
traiter. 

25 

23. Utilisation du dispositif selon l'une 
quelconque des revendications 13 a 20 ou de 1 1 installation 
selon l ! une quelconque des revendications 21 et 22 pour 
1' inactivation virale de virus non enveloppes, notamment des 

30 parvovirus, en particulier les parvovirus B19 et/ou HI, 
presents dans un produit sanguin. 
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24. Produit sanguin depourvu de parvovirus. 

25. Produit sanguin selon la revendication 24, 
depourvu des parvovirus B19 et/ou HI. 

26. Produit sanguin selon la revendication 24 ou 
25, caracterise en ce qu'il est choisi parmi le groupe 
constitue par le serum, le plasma et les composes proteiques 
du sang. 

27. Produit sanguin selon la revendication 26, 
caracterise en ce que les composes proteiques du sang sont 
choisis parmi le groupe constitue par les facteurs de 
coagulation, en particulier le facteur VIII, le facteur IX, 
le facteur de von Willebrand, le fibrinogdne, la fibronectine 
ou un melange d'entre eux. 

28. Produit sanguin selon la revendication 26, 
caracterise en ce que les composes proteiques du sang sont 
choisis parmi le groupe constitue par les immunoglobulines, 
l'albumine ou un melange d'entre eux. 

29. Produit sanguin selon la revendication 27 ou 
28, caracterise en ce que les composes proteiques du sang ont 
conserve plus de 85% de leur activite. 

30. Produit sanguin selon la revendication 29, 
caracterise en ce que les composes proteiques du sang ont 
conserve plus de 95% de leur activite. 



31. Composition pharmaceutique comprenant le 
produit sanguin selon l'une quelconque des revendications 2 4 
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a 30. 



32. Composition cosmetique comprenant le produit 
sanguin selon l'une quelconque des revendications 24 a 30. 
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